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E ABSTRACT. Microbial control with entomopathogenic fungi in Argentina. 
The present research lines are directed to select native or exotic entomopatho- 
genic fungi highly virulent to arthropod pests, to develop efficient and envi- 
ronmental safe bioinsecticides. Likewise, research on the molecular charac- 
terization of the fungi as well as epizootic studies and development of simu- 
lation models are carried on. From the analysis of 30 strains of Beauveria 
bassiana on Diatraea saccharalis three of them were selected to be considered 
in future as potential bioinsecticides. In addition, the behavior of the strains 
was tested with several insecticides and the strains were massively produced 
on solid substrate (conidia) or by liquid fermentation (dry micelium), obtain- 
ing better results with conidia formulations. The high susceptibility of the soy- 
bean larvae Anticarsia gemmatalis, Rachiplusia nu and Spodoptera frugiperda 
to strains of B. bassiana, Metarhizium anisopliae and Nomuraea rileyi either 
isolated from insects or from soil samples, was also demonstrated. In addition, 
virulent strains of B. bassiana and M. anisopliae against the white grub and the 
house fly were identified. On the other hand, strains of B. bassiana virulent on 
Nezara viridula and Triatoma infestans were selected, but its efficiency in field 
conditions remains to be assessed. An epizootic simulation model of N. rileyi 
on larva populations of A. gemmatalis was developed. It was established that 
a distribution of contaminated dead larva per meter could significantly reduce 
the insect population and anticipates the epizootic peak. Finally, molecular 
techniques were applied to characterize fungal strains, whose results have a 


practical use for the quality control of the bioformulations. 


INTRODUCCIÓN 


Las actividades con hongos entomopatógenos se 
iniciaron en 1990 en el INTA. Dentro de las distin- 
tas especies fúngicas existentes, se prefirió trabajar 
con las pertenecientes a los Deuteromycetes (Im- 
perfectos) por considerar que presentan un gran po- 
tencial para ser usados en Control Microbiano de 
plagas de importancia agropecuaria. Las líneas de 
investigación están basadas en la búsqueda y selec- 
ción de cepas, nativas o exóticas, con alta virulen- 
cia hacia artrópodos plagas, para desarrollar bioin- 
secticidas eficaces y seguros. Las especies de hon- 
gos involucradas son: Beauveria bassiana (Balsamo) 
Vuillemin, B. brongniartii (Saccardo) Petch, Metar- 
hizium anisopliae (Metschikoff) Sorokin, Nomuraea 
riley (Farlow) Samson, Paecilomyces fumoso-roseus 
(Wize) Brown & Smith, P. farinosus (Holm) Brown 
& Smith y P. lilacinus (Thom) Samson. Estos hongos 
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han sido estudiados para el control de varias pla- 
gas y actualmente se está ampliando esta lista: 
Diatraea saccharalis (F.), Spodoptera frugiperda 
(Smith), Rachiplusia nu (Guen.), Anticarsia 
gemmatalis (Hbn.), Nezara viridula (L.), Cyclo- 
cephala signaticolli (Burm.), Diloboderus abderus 
(Sturm.), Musca domestica (L.), Triatoma infestans 
Klug, Anthonomus grandis Boheman*, Epinotia 
aporema (Wals.)*, Cydia pomonella (L)*, Gyropsy- 
lla spegazziniana (Liz.)*, Xyloborus sp. (Eichh.", 
tucuras” y garrapatas”. Las especies marcadas con 
un asterisco (*) no serán tratadas en este escrito por 
corresponder a proyectos de reciente iniciación. 

Por otro lado, se conducen investigaciones so- 
bre la caracterización molecular de los hongos, así 
como estudios epizootiológicos y desarrollo de 
modelos de simulación. A continuación se presen- 
tarán los resultados más destacados para cada línea 
de investigación. 
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Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Pyralidae), 
“barrenador del tallo”. Este barrenador es una 
plaga importante que ataca el maíz, sorgo y caña 
de azúcar. Durante la estación fría permanece en 
el rastrojo de los cultivos como larva invernante y 
es en este hábitat donde las larvas son afectadas 
por diferentes factores de mortalidad. Entre éstos, 
el hongo B. bassiana es una de las principales cau- 
sas de mortalidad natural. Por lo tanto, se realiza- 
ron muestreos con la finalidad de recolectar cepas 
fúngicas nativas para futuros bioensayos y cuanti- 
ficar el parasitismo. Se pudo determinar que exis- 
te variación entre las diferentes localidades, en- 
contrándose un parasitismo máximo de 61 % de 
larvas con B. bassiana (Lecuona, 1990). 

Se llevaron a cabo estudios con 30 cepas de 
este hongo aisladas de D. saccharalis y otros in- 
sectos para analizar la patogenicidad, virulencia, 
tiempo letal medio (TLs5ọ), velocidad de germina- 
ción (TG5p), crecimiento radial, producción de 
conidios y otras características culturales (Díaz & 
Lecuona, 1995). En la tabla | se resumen los resul- 
tados obtenidos. Se puede observar que todas las 
cepas fueron patógenas para D. saccharalis, pre- 
sentando valores de virulencia que oscilaron entre 
el 30 y 96 %. Los otros parámetros analizados va- 
riaron significativamente con las cepas, no pudién- 
dose establecer una relación directa entre éstos y la 
virulencia. El análisis conjunto de estos datos per- 
mitió seleccionar tres cepas (Bb 5, 10 y 16) para ser 
consideradas como futuros bioinsecticidas. 

Con el objetivo de conocer el comportamien- 
to de algunos insecticidas sobre el hongo B. bas- 
siana, se realizaron estudios con nueve productos 
químicos sobre dos cepas de este hongo (Bb 1 y 
5) y se midió el crecimiento radial y la produc- 
ción de conidios. Los principios activos emplea- 
dos fueron: Deltametrina, Cipermetrina, Carbaril, 
Metamidofos, Endosulfan, Clorpirifos, Triclorfon, 
Parathion y Monocrotofos. Los cinco últimos pro- 
ductos inhibieron considerablemente a ambas ce- 
pas, por lo cual fueron descartados en los ensayos 
posteriores, destacándose el Endosulfan por ser 
esporicida y el Monocrotofos que se comportó di- 
ferente sobre las dos cepas estudiadas (Lecuona & 
Díaz, 1996). Los insecticidas restantes fueron 
analizados en dos dosis frente a las dos cepas y 
los resultados se presentan en la tabla IH. Se deter- 
minó que todos los productos ensayados fueron 
fungistáticos para ambas cepas de B. bassiana y 
se observó la existencia de un efecto de dosis así 
como también un comportamiento diferencial 
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entre los insecticidas según la cepa fúngica con- 
siderada. En consecuencia, no fue posible esta- 
blecer una clasificación de compatibilidad simi- 
lar para ambas cepas. Por lo tanto, análisis seme- 
jantes deberán ser realizados para cada caso en 
particular, sin poder extrapolar los datos hacia to- 
das las cepas en general (Lecuona & Díaz, 1996). 

Por otro lado, se produjeron experimental- 
mente dos cepas de B. bassiana sobre sustrato só- 
lido para la obtención de conidios y bajo fermen- 
tación líquida, para disponer de micelio seco (Le- 
cuona et al., 1993). El medio sólido estaba com- 
puesto por afrecho de trigo, cáscara de arroz y ex- 
tracto de levadura, obteniéndose un rendimiento 
de 3,7 x 1010 conidios/g de material seco y moli- 
do para ambas cepas. Para la producción de mice- 
lio seco se empleó un medio basado en glucosa y 
extracto de levadura, siendo el rendimiento final 
de 1,3 y 1,5 x 101! conidios/g de micelio seco y 
molido, para las dos cepas, respectivamente (Bb 1 
y Bb 5). Los bioensayos realizados con ambas pre- 
paraciones permitieron observar que el proceso de 
producción de conidios afectó la virulencia de la 
cepa Bb 1 (21,2 %), mientras que la Bb 5 presentó 
valores similares a los de la tabla I (85 %; 5 días). 
Con relación al micelio seco, ninguna cepa se 
comportó satisfactoriamente. Estos resultados pre- 
liminares demuestran la variación en la eficiencia 
de las cepas, según su forma de producción. 


Spodoptera frugiperda, Rachiplusia nu y Anticar- 
sia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae). Estas lar- 
vas actúan como defoliadoras en el cultivo de soja 
y debido a su importancia se realizaron varios en- 
sayos de efectividad. Así, se seleccionaron cepas 
del hongo B. bassiana y N. rileyi aisladas de insec- 
tos y se analizaron cepas de B. bassiana y M. ani- 
sopliae aisladas del suelo. Con relación al hongo 
B. bassiana, se estudiaron 84 cepas y ninguna fue 
patógena sobre A. gemmatalis, mientras que la 
mortalidad sobre R. nu fue baja (< 37 %). Sin em- 
bargo, S. frugiperda demostró ser muy sensible a 
este hongo ya que la mortalidad osciló entre el 3 y 
100 %. Se determinó que 18 cepas lograron supe- 
rar el 80 % con tiempos medios de mortalidad en- 
tre dos y cuatro días. Esto abre grandes esperanzas 
para el futuro control de esta importante plaga, 
presente en varios cultivos (Díaz et al., 1996). 

En cuanto al hongo N. rileyi, se estudió el 
comportamiento de cepas nativas y exóticas ais- 
ladas de A. gemmatalis y S. frugiperda, sobre las 
tres plagas citadas. Los resultados demostraron 
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Tabla I: Mortalidad de Beauveria bassiana sobre Diatraea saccharalis y velocidad de germinación, crecimiento radial 


y producción de conidios por cepas. 
















































































Cepa Mortalidad TL50 TG50 Diámetro Producción 
(%) (días) (h:mín.) (mm) (n x 107) 

16 96 A 2,8 12:25 QR 35,75 FGH 77,0 DE 

12 90 AB 7,8 ~ 20:04 A 33,88 HJK  367GHIJ 

10 88 ABC 211 13:36 LM 32,25 JK 9,1 KL 

05 85 BCD 51 14:17 HI 36,88 EFG 26,7 IJKL 
03 81 BCDE 7,3 16:32 D 39,38 CDE 71,5 DEF 

06 80 CDE Z7 14:08 IJ 39,75 CD o 155K 

19 77 DEF 13:23MN | 35,00 GHIJ 34,0 HIJK 

15 77 DEF 12:10 R 33,88 HJK 152JKL 

13 75 EF 12:45 P 32,50 TJK 692 DEF 

11 75 EF 18:02 B 21,75N 38,0 GHIJ 
DO 73 EFG "TABA NO 38,75 CDE 55,7 EFGH 

09 70 FGH 15:08 E 46,13 A 29,5 IJK 

07 70 FGH 14:19 HI 33,75 HIJK 28,0 KL 
== 70 FGH j 12:32 PQ 38,25 DEF 120,0 AB 
17 65GHI 13:54 JK 35,75 FGH 70,5 DEF 

01 64 GHI MT 24,13 MN 105,0 BC 

14 61 HIJ 11:33 33,63 HIJK 28L 
3 61 HIJ 12:26 Q ~ 42,63B 33,5 HJK 

02 60 IJK 14:28GH 41,13 BC 130,0 A 
08 60 IJK 13:43 KL 27,88 L 113,8 AB 
18 54 JK 13:01 0 32,38 IJK 50,0 FGHI 

20 52 JK 13:44 KL 33,63 HIJK 57,7 DEFGH 

22 51 K i 17:25 C 31,75 K 40,7 GHIJ 

26 41L 14:47 F 2250MN 71,5 DEF 

21 34 LM j 14:16 HI 37,63 DEFG 390GHI 

25 33 LM 14:50 F 24,63 M 83,2 CD 

28 33 LM 14:37FG 35,63 FGH 60,5 DEFG 
24 32 LM E 17:27 C 24,88 M 46,0 FGHI 

23 30 M 15:19 E 38,13 DEF 665DEF 
30 30 M 12:32PQ  35,/13GHI 16,5 JKL 


erre 


* Medias con la misma letra dentro de una columna, no difieren significativamente por el test de Duncan, al 5 % 


de probabilidad. 


que las larvas de A. gemmatalis sólo fueron para- 
sitadas por las cepas aisladas de este mismo insec- 
to, lo que demuestra el alto grado de especificidad 
presente. Por otro lado, se pudo demostrar que 
una cepa nativa de N. rileyi es capaz de provocar 
más del 90 % de mortalidad en las tres especies de 
defoliadoras estudiadas, mientras que la mejor ce- 
pa exótica estuvo en el orden del 50 % de morta- 
lidad para las tres plagas citadas. Estos resultados 
son muy interesantes, pues se podría utilizar un 
mismo bioinsecticida (micoinsecticida) para con- 
trolar a las defoliadoras más importantes de la so- 
ja (Lecuona & Díaz, 1995). 
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Finalmente, se realizaron aislamientos de hongos 
entomopatógenos de muestras de suelo y se analizó 
su posible patogenicidad sobre las tres defoliadoras 
estudiadas. Las especies fúngicas determinadas fue- 
ron B. bassiana y M. anisopliae. El primer hongo no 
fue patógeno sobre A. gemmatalis mientras que, la 
mortalidad sobre R. nu fue baja (< 17 %) llegando 
al 100 % sobre S. frugiperda. En el caso de las ce- 
pas de M. anisopliae, su mortalidad no fue satisfac- 
toria sobre larvas de R. nu y A. gemmatalis, alcan- 
zando el 80 % en S. frugiperda. Los resultados ob- 
tenidos demuestran la importancia que tiene el sue- 
lo como reservorio de cepas patógenas y altamente 
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Tabla II: Efecto de dosis de insecticidas sobre dos cepas de Beauveria bassiana. 























Cepa Bb 1 Bb 5 
Tratamiento Diámetro Producción Diámetro Producción 
(mm) (n x 107) (mm) (n x 107) 
Testigo 38,5 A 20,75 A 57,2 B 25,20 A 
Carbaril d2. o: 340B T1,00 B 56,0 B 8,70 F 
Carbaril d1 BB 11,50 B ~ 62A 11,80 DEF 
Metamidofos d1 | 27,2 C 10,08 B 436C 15,20 C 
——Metamidofos d2 24,7 D 12,00 B 40,8 D 8,70 F 
Cipermetrina d1 18,5 E 12,38 B 35,4 E 1840B 
— Deltametrina dl. 122F 11,50 B 27,8 EG 14,00 CD 
Deltametrina d2 11,7 F 6,77 C 27,0 G 11,60 DEF 
Cipermetrina d2 11,2 F 240D > z 26H 13,60 CDE 
— Monocrotofos d1 - - a 42,8 CD 15,20 C 
Monocrotofos d2 a S = 2298F 508G 


* Medias con la misma letra dentro de una misma columna, no difieren significativamente por el test de Dun- 


can, al 5 % de probabilidad. d2: dosis normalmente utilizada por el productor; dł: mitad de d2. 


virulentas y la gran susceptibilidad que presentan 
las larvas de S. frugiperda hacia las cepas de hongos 
entomopatógenos (Lecuona et al., 1995a). 


Cyclocephala signaticollis y Diloboderus abde- 
rus (Coleoptera: Scarabaeidae), “gusanos blan- 
cos”. Los gusanos blancos son plagas de numero- 
sos cultivos anuales y perennes y su control pre- 
senta algunos inconvenientes, especialmente en 
sistemas de siembra directa. Por tal motivo, se ini- 
ciaron investigaciones para seleccionar cepas de 
B. bassiana, M. anisopliae y P. lilacinus sobre lar- 
vas de las dos especies citadas. Una sola cepa (B. 
bassiana) logró causar una mortalidad del 70 % 
sobre C. signaticollis mientras que cuatro cepas 
(M. anisopliae) mataron a D. abderus (90 %). Si 
bien estos resultados son preliminares, estarían 
indicando que la segunda plaga es más sensible a 
los hongos entomopatógenos, pudiendo lograrse 
en el futuro un micoinsecticida (Lecuona € Be- 
ron, 1996). Por otro lado, la mortalidad sobre C. 
signaticollis no es despreciable y, de no seleccio- 
narse cepas más virulentas, se debería pensar en 
la posibilidad de utilizar este hongo en liberacio- 
nes inoculativas y favorecer su establecimiento 
en las zonas problemas (Lecuona et al., 1994). 


Nezara viridula (Hemiptera: Pentatomidae), 
“chinche verde”. Con esta importante plaga pre- 
sente en varios cultivos, entre ellos la soja, se rea- 
lizaron bioensayos para seleccionar cepas efica- 


ces sobre ninfas y adultos. Se analizaron más de 
30 cepas de B. bassiana y M. anisopliae lográndo- 
se determinar que dos cepas del primer hongo son 
virulentas para ambos estados de esta chinche, 
con valores que oscilan entre el 87 y 100 % de 
mortalidad (Lecuona et al., 1995b, 1996d). Estos 
resultados son alentadores y se continuará con la 
producción masiva experimental de las cepas y 
ensayos para confirmar su efectividad, a fin de 
concluir en la elaboración de un micoinsecticida. 


Triatoma infestans (Hemiptera: Triatomidae), 
“vinchuca”. Las investigaciones con esta plaga del 
medio rural que perjudica al hombre comenzaron 
en 1995, mediante bivensayos para determinar la 
patogenicidad de las cepas de la micoteca sobre 
ninfas y adultos de la vinchuca (Lecuona et al., 
1995c). Estas actividades permitieron demostrar la 
alta sensibilidad de este insecto a las cepas fúngi- 
cas y analizarlas junto con aislamientos brasileños 
(Lecuona et al., 1996c) así como frente a pobla- 
ciones de vinchucas locales y del Brasil (Lecuona 
et al., 1996€e). Los resultados mostraron que la vi- 
rulencia de una cepa determinada varía según el 
origen de la vinchuca, existiendo cepas que pue- 
den comportarse satisfactoriamente sobre ambas 
poblaciones (argentinas o brasileñas) como otras 
que son más efectivas sobre una población en par- 
ticular. Trabajos preliminares permitieron selec- 
cionar tres cepas cuyas formulaciones experimen- 
tales son altamente virulentas en laboratorio (Le- 
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cuona et al., 1998). Esto las coloca con buenas 
perspectivas para continuar los ensayos en condi- 
ciones naturales y realizar pruebas con distintos ti- 
pos de formulaciones y métodos de aplicación. 


Musca domestica (Diptera: Muscidae), “mosca 
doméstica”. Este insecto es una plaga presente en 
los más diversos ambientes pero nuestros estudios 
están focalizados a la producción agropecuaria, 
en especial la avicultura. Esto se debe a que en el 
IMYZA (INTA Castelar) se dispone de un paquete 
tecnológico sobre Manejo Integrado (MIP) de la 
mosca doméstica, donde las liberaciones de para- 
sitoides juegan un papel importante en la dismi- 
nución poblacional de esta plaga. En consecuen- 
cia, se pretende encontrar otro enemigo natural, 
hongos entomopatógenos, que pueda incorporar- 
se al MIP, actualmente disponible para los avicul- 
tores. Los resultados preliminares indican que B. 
bassiana puede parasitar pupas de la mosca pero 
en proporciones bajas (5 %). Sin embargo, la 
mortalidad sobre adultos, de las primeras nueve 
cepas ensayadas, alcanzó un 66 % (Lecuona et 
al., 1996b). Actualmente se encuentran en estu- 
dio otras cepas fúngicas y se espera seleccionar 
alguna de ellas con mayor virulencia hacia los 
adultos e iniciar las investigaciones para determi- 
nar los métodos de aplicación más apropiados 
para una futura utilización en el campo. 


Epizootiología de Nomuraea rileyi en Anticarsia 
gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae). Se desa- 
rrolló un modelo de simulación de epizootias del 
hongo N. rileyi en poblaciones de larvas de A. 
gemmatalis basado en un sistema de ecuaciones 
diferenciales (Edelstein et al., 1997). El objetivo 
de estas actividades es poder contar con informa- 
ciones sobre el comportamiento epizoótico de es- 
te hongo y corroborar la efectividad de liberacio- 
nes «inoculativas del mismo. Se observó que la 
mayor proporción de infecciones, mortalidad y li- 
beración de conidios ocurre durante los primeros 
25 días del proceso epizoótico. En el caso de una 
liberación de cadáveres contaminados con N, ri- 
leyi, y según una tasa de transmisión determinada 
en otros hongos, un cadáver por metro lineal po- 
dría provocar una disminución del 50 % de la po- 
blación y anticipar el pico epizoótico. Por otro la- 
do, liberaciones de más de cinco cadáveres por 
metro no provocarían diferencias en la presión de 
la defoliación en soja, por lo cual no sería necesa- 
rio llegar a tales cantidades de inóculo liberado. 
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Técnicas moleculares aplicadas a hongos ento- 
mopatógenos. Por medio de la técnica de RAPDs 
se pretendió explicar las diferencias biológicas 
observadas en 10 aislamientos monospóricos de 
B. bassiana obtenidos de un solo ejemplar de N. 
viridula (Lecuona et al., 1996a). Se analizaron las 
siguientes características: velocidad de germina- 
ción, producción de conidios y virulencia sobre 
seis especies de insectos plaga (A. gemmatalis, R. 
nu, S. frugiperda, D. saccaharalis, N. viridula y T. 
infestans). Los RAPDs realizados con 24 primers no 
permitieron mostrar diferencias entre los aislamien- 
tos a pesar de presentar grandes diferencias en los 
parámetros biológicos estudiados. Por otro lado, se 
observó una gran variabilidad genética entre cepas 
de B. bassiana argentinas y brasileñas pero la mis- 
ma no presentó correlación con características ta- 
les como el origen geográfico y el hospedante del 
cual proviene cada cepa. Sin embargo, se encontró 
un grupo de cepas con 80 % de similitud genética 
entre ellas que presentaron alta virulencia hacia D. 
saccharalis. En consecuencia, es probable que este 
carácter esté asociado con mayor frecuencia a ese 
grupo genotípico (Berretta et al., 1998). 

De este modo, las técnicas moleculares aplica- 
das a los hongos entomopatógenos permitirán ca- 
racterizar una cepa, antes de su liberación en el 
campo, para poder diferenciarla de las nativas ya 
presentes. Asimismo, ayudaría en la realización 
de controles de calidad de las biopreparaciones y 
a la correlación con caracteres deseables a ser de- 
tectados entre un número considerable de cepas. 
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